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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
生体 の細胞膜上 において、7回 膜貫通型の受容体 として知 られ る6・,rolei脆oo叩邑e"
ro6叩tor《6POR}のうち、我々の注 目す るL6R・fam町⊂■o鵬i翻o・riohrepoa電oo願始i"置聰96・
,ro量d繭oo叩層o"roo叩量or⊃では、gl70叩ro量ein馳omoneを置Iga而とす る受容体であ るFS闇
⊂卵胞刺激 ホルモ ン受容体D轟麗R⊂黄体形成ホルモ ン受容体⊃,7S開R《甲状腺刺激 ホルモ ン受
容体Dの3つ はL6R1鱒3に相当 し、幅広い研究が展開 している。
一方Sta晶響or"大学のH訓ohAJら は、近年L6R4働8を発見 しこれを進化的 ・構造的相
同性 によ り馳,eA,B,6の3種に分類 した。脚,oAはFS闘R,田R,τ訓Rで あ り、7即06に
は近年 陶andがRolaxh・famiI▼である と示唆 されたL6R7《鞠a而 は 旧SL7,rda麗In⊃,LO88
《冒iga龍dは柵SL3⊃が属する。L6M働6は恥,e8であ り、 このタイ プのL6R・famil7は現時点
で全てo叩 幅晒・reo叩量orである。
FS開RとL闘Rは卵成熟及び排卵 とい う雌性生殖機構 に必須であ ることが示 され てい る。
また 鴨 開Rについて は遺伝子破壊 により τS開が過多 とな り、バセ ドウ病の病 因 となるこ
とが明 らか となっている。L6R7m雌マ ウス は乳頭の形態形成 及 び分娩異常 を示 し、精
子形成障害や無精子症マウスの報告がされた。L6R8は鞠a舶 発見以外 に、決定的な機
能 にっいて は明 らかにされていないが、臨床例 において不妊や精巣癌の誘発 との深 い関
連 が示唆 され る睾丸停留患者で、liga舶の 剛SL3のmo量alb晶が多数確認 されてい る。 こ
の ようにL6R・faln町は生殖関連機能への関与を示す遺伝子が多 い。
マウスL6R4,6pr48遺伝子 はrS腿R、田Rと 高い配列相 同性を保 ち、 また卵 巣で強い発
現 を示 した。 生殖機能 はFS開R、L柵 以外 にも様々な遺伝子の制御 を受けてい る と考 え
られ てお り、 これ ら2つ の受容体遺伝子 とそのliga舶による生体 内シグナルの持つ機
能 を、卵巣で発 現す るL6R4'恥r48遺伝子が相補あるい は一部代替す る役割 を持つ可能
性 を考えた。一方、L6R4,卵r48遺伝子 は腎臓で も高い発現 を示 した。
本研究 は、L6R4,6匪48遺伝子 に注 目し、薬剤開発研究のターゲ ッ トとして未知 殉a舶
の発見を目指す ことをも視野に入れ、 まず この受容体機能の解明 を行 うこととした。そ
こで、生体での様々な恒常性の維持 に果たすその機能を明 らか にす るため、LGR4'印r48
遺伝子欠損マウスを作製 し、解析す ることを目的 とした。
第2章 マウス 鵬脳,6匪鵜 遺伝子の取得と遺伝子構造の完全決定
マウスL6R4,印r48遺伝子 は腎臓で特 に強 く発現 し、次いで卵巣、肝臓、大腸 で強 く
発現 していることを明 らか とした。 また、L6R4,卵r48は心臓、肺、小腸、精巣、子宮、
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は全 身 で 幅 広 く発 現 す る遺 伝 子 で あ り、 雌 雄 生 殖 器 官 で の み の 局 所 的 発 現 を 示 すL6匹
佃m町t即eAのrS開Rや 田Rと は異 な り、 幅 広 い 組 織 で の 発 現 分 布 を 示 す 量即00のL6R7
やL6R8と 近 い 結 果 とな っ た。
次 に、POR法 に て マ ウスL6R4,6gr4800柵全 長 を 取 得 し、L6R4,恥r48遺伝 子 が951ア
ミノ 酸 に よ り構 成 され る こ と を明 らか に し た 。 さ ら に マ ウ スE14τ62aゲ ノ ム フ ァ ー ジ
ライ ブ ラ リ ー か らL6R4,6pr48遺伝 子 ゲ ノ ム を ス ク リ ー ニ ン グ し、om驕,i晶tro晶構 造 を明
らか と した 。 ま たgrimorO翼量0晶5io醸法 に よ り 量ra備or巾電io館S量a縄s龍6を明 らか と して
L6R4'6,r48遺伝 子 のexo鴎1を同 定 した。この 結 果 マ ウスLOR4,6,r48遺伝 子 は18個 のoxo隔
で 構 成 さ れ 、 全 長 は 約95融hの 遺 伝 子 で あ っ た ⊂Fig.2⊃。 以 下 に マ ウ スL6R4'6pr48遺伝
子 のL6Rイam町 に共 通 の特 徴 を示 した 。
1.i晶量rO晶1が非 常 に 大 き い。
2.最 終omnが7回 膜 貫 通 部 位 を全 て コ ー ド して い る 。
3.1薩ga""結合 部 位 付 近 に24ア ミン 酸 か ら構 成 され る 匿o鵬i晶e・rio馳・r叩eat配列 を 持 つ 。
ヒ ト6pr48及び ラ ッ トL6Mと は そ れ ぞ れ ア ミ ノ酸 レベ ル で92.8%、97.1%の相 同 性
を持 ち 、 マ ウ ス 『FS開R、L開R、7關S8とも そ れ ぞ れ 約25%、 ラ ッ トL6R5、L6R6、L6R7と
は49%、46%、33%の 相 同 性 を保 つ 遺 伝 子 で あ っ た 。
第3章L6m,6,r48遺伝子欠損 ㎝鱈`旧o闇■mマ ウスの作製
取 得 した ゲ ノ ムo麗Aを 元 に、5,am7.駄0、3,am2.0紬 の 全 長18.8紬のKOベ ク タ
ー を作 製 し、E14762aESool1に導 入 した 《闘g.3⊃。 薬 剤 選 択 に よ り、400ク ロ ー ン を ピ
ッ ク ア ッ プ し4つ の 正 し く相 同組 み 換 え したESク ロ ー ン を 受 精 卵 倒a6too7鴫胚 盤 胞}
に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョン し、9匹 の キ メ ラ マ ウ ス を得 た 。 こ の うち1匹 が 生 殖 細 胞
系 列 にES細 胞 が 寄 与 して い る こ とが 分 か っ た 。 こ の キ メ ラマ ウ ス と057肌16」マ ウス 及
び 発 生 初 期 に全 身 で 伽叩aseを 発 現 す るAot・師0ト ラ ンス ジ ェ ニ ック マ ウ ス との 交 配 を
行 い 、 皿oom▼0lnorOS謹S量a皿量ge隔e配列 を有 す るal80bを持 つ マ ウ ス{flO翼e"鮪00⊃と 研7配
列 に 囲 ま れ た 領 域 が 組 み 換 わ っ たaIIO躍0を持 っ マ ウ ス{萱冒oxedDの2ライ ン の 乙6R4,6gr48
遺 伝 子oo隔di髄o晶a膿oマウス を 得 た ⊂Flg.4⊃。
第4章 卵巣におけるL6隅,卵r48遺伝子の機能解析
成熟齢 《生後8週 以降D野生型雌マウス よ り卵巣 を摘 出 し、加5伽 ハイ ブリダイゼー
シ ョンを行 って発現部位を特定 した 《凹g.5)。この結果L6榊,卵r48遺伝子は、卵巣穎粒
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膜細胞 ⊂o欄r己a晶gra"巾saoo醒1⊃で特異 的に発現す ることを見出 した。 また、初期卵胞穎
粒膜細胞での発現は微弱であるが、2次 及び3次 卵胞における穎粒膜細胞で は強い発現
が見 られ、排卵を終 えた黄体 で も強い発現を維持 し、卵発生か ら排卵 までを通 して重要
なシグナル伝達 を担 う受容体遺 伝子で ある可能性 を示唆 した。
性サイクルの各 画asoにおける卵巣でのL6R4,邸r48遺伝子 の発現 を 伽5伽 ハイ ブリ
ダイゼーシ ョン及 び定量R7」PORにて調べた ところ、尾期 《es嚢四5畢発情期)に発現が上昇
してお り、何 らかの雌性生殖へ の関わ りを示唆 してい ると考察 した ⊂恥.6⊃。
そこで、未成熟齢 ⊂生後3～4週 齢⊃野生型雌マウスに対 してgo晶ado琶mpi晶《PMS6ghO6舅
性腺刺激ホルモン⊃を投与 し、強制的 な排卵誘導 に伴 うL6R4,恥r48遺伝子の発現変化を
検討 した。処理後の各時間にお ける卵巣でのL6R4,釦r48遺伝子 の発現 を 伽5伽 ハイブ
リダイゼーシ ョン及び定量R7・PORにて調べた ところ、排卵が最 も活発な処理後16時
間後 にL6R4,6匪48遺伝子の著 しい発現上昇を見出 した。 また、排卵後黄体形成に至る
まで卵胞部位 で高い発現 を維持す ることか ら、排卵期及び卵胞穎粒膜細胞の黄体化の時
期 に関わる遺伝子である と考 え られた 《rig.7}。
次 に、PMS6のみの誘導 をか けて、処理後の各時間において同様にL6M,6gr48遺伝
子 の発現変化 を観察 したが発現誘導 は見 られず、L6R4'卵r48遺伝子 は 鵬6、つま り生
体 内の 田 サ ージ ⊂急激な大量分泌}に応答性を示す遺伝子であった。
生殖器官でのL6R4,卵r48遺伝子の機能寄与 を明 らかにす るため、全身でL6R4,6pr48
遺伝子 を欠損 したn醐 マ ウス を解析 に用い る予定であったが、 このマウスは新生児致
死 を示 した。P21《離乳時Dにおいて各gem量即oの マウス数を調べた ところ、約600サン
プル中1例 を除いて 髄醐 マ ウスは存在せず、ほぼ全て 《99,8%⊃が出生直後 に死亡 して
い るこ とか ら、生存 に必須遺伝子 で あることを明 らか とした 《臓MOID。今後、成獣マ
ウスにおける解析 を行 うために、卵巣60nd枷o"a璽解析 としてL6R4,6,r48遺伝子 との発
現部位の一致 した別の6reマウス の導入を試みることが必要である。
第5章 腎機能と皮膚上皮角化細胞 におけるL6麟乃,昂48遺伝子の嶺能解析
L6R4,0,r48遺伝子 剛1マ ウス は100%が匹08⊂印o叩ona量M面舅出生時眼瞼開裂》を示
した 《r馨g.8⊃。他 の遺伝子 麗0マ ウス に見 られた同様 の表現型解析では、皮膚上皮角化
細胞 ⊂ケラチノサイ ト⊃の異常が報告 されてお り、L6隅,6,r48遺伝子 剛1マ ウスのケラ
チノサイ トについても細胞増殖 能 ・遊走能の影響 を調べた。 出生直後の仔マウスに対 し
て 伽 脇1吻での細胞増殖能試験 を行 った ところ、no開マウスでは有意 に細胞増殖能の低
下 を見出 した。 また、各geno量即oの ケラチ ノサイ トにス クラ ッチ アッセイ 《コンフル
エン トな状態のケ ラチノサイ トにチ ップ先で傷 をつ け、傷 の埋 ま り具合に より遊走能を
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測定す る⊃を行 い、L6R4,印r48遺伝子 隠醐 の細胞の遊走能が低下 してい ることを見出 し
た 《rig.9⊃。
そ こで、L6R4,卵r48遺伝子のケ ラチ ノサイ トでの機能 を明 らか にす るため、条件特
異的な遺伝子欠損誘導 による00麗"靴io晶aI解析 を行 った。flO翼0"マウスのケラチノサ イ
トに細胞 透過型の,τ0⊂P耐Oi脆量ra鵬"鵬tio龍"Onal髄》・6rOタンパクを導入 し、後天的 に
L6R4,卵r48遺伝子 欠損 を誘導 して そのケ ラチ ノサイ トへの影響 を観察 した。 これ にょ
り、 ケラチ ノサイ トを用いたoondl量io剛の実験系 を確立 した。
L6R4,卵r48遺伝子n醐 マウス は生存 して出生 した場合 も体が小 さ く、動 きも緩慢で、
母胎 内にお ける発育遅滞が見 られた。LGR4,6gr48遺伝子n閣■1のom動r▼oは、胎生155
日付近 よ り発育遅滞が見 られ出生時 まで遅滞 の悪化が進行 し、出生直後 には3割 近い
体重 の減少 を示 した。 また、体重の減少率 にほぼ同率の組織 ・臓器重の減少が見 られた
が、腎臓 だ けは著 しい倭小化を示 した 侮Me2⊃。
倭小化 の見 られた出生直後のL6R4,6匪48遺伝子 晶閣開マ ウスの腎臓 においては、腎実
質が形成 されていない個体 もあ り、形態形成 に関わる可能性を示唆 した。 また、血漿 ク
レアチニ ン濃度 を測定 した ところ、L6R4'卵r48遺伝子0闘1匿マウスで は有意 に高い数値
を示 した ⊂罰g.10⊃。 翻醐 マウスの腎臓形成異常の程度 とこの数値 にはプラスの相関性が
見 られ、 さらに糸球体 数及び密度の低下 を示 した 但g.11D。これ らの結果 はL6R4'卵r48
遺伝子が充分 な大 きさを持つ機能 的にも正常な腎を形成 し、その機能の恒常性 に必須の
遺伝子で あるこ とを示唆 した。
約600匹 の 繭U■マ ゥス中、例外的に1匹 のみ生 き延びたマウスは、生後か ら乳離れ
の時期 に至 っても著 しい発育遅滞が見 られ、発育不良、動作緩慢であった。生後6週
にこのマ ウス は死亡 したが、腎臓 には腫大 した 剛s量《嚢胞⊃が多数見 られ形態 的には多嚢
胞性腎障害 であ ると考 えられた ⊂rg.12D。L6R4,6,r48遺伝子欠損は、何 らかのメカニ
ズムによ り多嚢胞性 腎障害 と恐 らくそれによ り引き起 こされ る高濃度の血漿 クレアチニ




1.マウスL6R4,6,r48遺伝子を取得 し、 その構造解析 を行 った結果、18個 のexo晶か ら
構成 される約95紬 の遺伝子であ り、腎臓、卵巣、肝臓、大腸 で強 く発現 し、進化 的 ・
構 造的保存性の高い遺伝子であった。
2.2一伽岬 一2一朋7シ ス テ ム を用 い て 、 マ ウ スL6R4,飾r48遺伝 子 の7回 膜 貫 通 部 位 を タ ー
ゲ ッ テ ィ ン グ したoo鱒醐iooa1麗0マウ ス を作 製 した。 得 られ たf屡oxe"鵬oマウ ス は ホ
モ ・ヘ テ ロ 遺 伝 子 変 異 体 共 に 、 野 生 型 マ ウ ス との 差 異 は見 られ な か っ た 。
3.雌の生殖サイ クル に伴い、蝸R4,恥r48遺伝子の発現が変化 し、 また性 ホルモ ン投与
に よる誘導 によ り、著 しい発現上昇が見 られ ることか ら雌性 生殖機 能へ の関与 を予
想 した。
4.L6R4'6pr48遺伝子 隔醐 マウス は出生時 にEO8《Eyo叩eoa量勘M助 出生時眼瞼開裂Dを
示 し、ケ ラチノサイ トの増殖能 ・遊走 能に関わ る遺伝子であ ることを明 らか にした。
また、L684,6,r48・flo麗e"マウス由来初代培養ケ ラチノサイ トを用いた、加 酬mで の
誘導的遺伝子欠損 の実験系を確立 した。
5.L6R4,6,r48遺伝子 囮o醒1マウス は 田6R伽 量ra噌lerimgrow愉r曲rda量io鵬子宮内発育遅
滞⊃を示 し、特 に腎臓の著 しい倭小化 を呈 した。 また、殆 どが出生後2日 以内に死亡
す る新生児致死の表現型で あることを見 出 した。 これ らn醐 マ ウスはク レアチニ ン
濃度の上昇、糸球体密度の低下 を観察 し、腎機能 ・形態形成 異常 を示 した。
6.1匹のみ例外的に生き延びたL6R4'6,r48遺伝子 騙闘IIマウス は、著 しい発育遅滞 を示
し腎臓 はo▼s燈を形成 していた。遺伝的な多嚢胞性腎障害 は、P藍o遺伝子 との強い相
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論 文 審 査 結 果 要 旨'
動物 生 体 の細 胞 膜 上 に 見 いだ され る7回 膜 貫 通型 受 容 体 のGPCRの な かで,LGR(leucine-dch
repeatcontainingG-proteincoupledreceptor)ファ ミ リー に属す るもの としてFSHR,LHR,TSHRなど
グ リコプ ロデイ ンホルモ ン受容体はその解 析 も進んでい る。これ らに近縁のLGRと して,スタンフォー
ド大のHuehAJらに よ りLGR4～8が発 見 された。博士論文提 出者の加 藤成樹 はTypeB型に属 し,マ ウ
ス卵 巣,腎 臓 や肝臓,大 腸 な どで高 い発現 を見せ るLGR4/Gpr48(以下LGR4)を選び,LGR4の生
体 に於 ける機能 の解 析 を行 い,そ の結果 を博 士論文 として提 出 した。加藤 はまず,LGR4遺伝子 のマ
ウス卵巣穎粒膜細胞 での発現 をinsituhybddizationによ り確 認 した。LGR4遺伝 子 は2次 と3次 卵胞穎
粒膜細胞 で強い発現 を見せ,排 卵周期 のE期(発 情期)に 発現 が上昇す る。 またPMSGとHCG投 与
による過 排卵処理後16時 間後 にLGR4の発現 が著 し く上昇 し,こ れがhCG投 与 によ り,生 体 内で は
LHサー ジに応答 し発 現上昇す るこ とを示 した。続 いて,加 藤 はLGR4遺伝 子欠損 マ ウスを作成 し,
そ の生体 に於 け る機 能解析 を試みた。まずratLGR4との相 同性 か らPCRに よ りマ ウスLGR4のcDNA
全長 を取得 し,マ ウスLGR4は全951アミノ酸か ら成 るこ とを明 らか に した。続 いてマ ウス胚性幹細
胞El4Tg2a由来 のゲノムライ ブラ リー よ り,LGR4全ゲ ノム約95kbを取得 し,エ キ ソンイ ン トロン構i
造(18エキ ソン)を 明 らかに し,又プ ライ マーエ クステ ンシ ョン法 によ り転写開始 部位 を明 らか に した。
得 られ たLGR4ゲ ノム を用 い,5'aml7.5kb,3'㎜2.Okb,全長:18.8kbのターゲ ッ トベ クター を作成
これ をマ ウス胚性幹 細胞El4Tg2aに導入,正 しく相 同組 み替 え したク ロー ン4株 を得 た。これ をマ ウ
ス胚盤胞 に注入 し,9匹 のキメラマ ウス を得 た。 この うちES細 胞 が生殖 細胞 に寄与 した1匹 を得 て,
全身で 伍ppaseを発現 す るAct一且peTGマウス と掛 け合 わせネ オマイ シ ン耐性 遺伝 子 を除去 し,LGR4遺
伝 子の膜 貫通 ドメイ ンがLoxP配列で挟 まれ た,いわゆ るコンデイシ ョナルKO"noxed"マウス(LGR4+/
fx)を作成 した。 また,こ れ を全身 でCreを発現す るCAG-CreTGマウス と掛 け合 わせ,LGR4遺伝子
の膜貫通 ドメイ ンが完全 に失われ たLGR4ヘテ ロ欠損 マ ウス(LGR4+/一)を得 た。LGR4ヘテ ロ欠損
マ ウス同士 の交配 に よ り得 たLGR4-/一(ヌル)マ ウス はそ の半数 が胎 生致 死 を示 し,残 りも生後1
～2日 間でそ の大半 が死亡す る(新生致死)表 現型を示 した。か ろ うじて出生 したP1(生後1日 以 内)
マ ウスは発 育遅滞 を示 し出生時 の体 重が標 準の7割 しか なかった。その内臓 の 中で,特 に腎臓 が著 し
い嫉小化(標 準の3割)を 示 した。P1マウスの血漿 ク レアチニ ン値は有意 に高 く,腎機能低下を示 した。
腎臓 の糸球体密度 も減 少 し,LGR4が腎臓 の形成 または機能維持 に必須 である ことを示 した。一方,
LGR4ヌル マ ウスは新生 児EOB(Eyeopenatbir　h;出生時眼瞼開裂)を 示 した。このEOBは 他 の遺伝
子KOマ ウスで も皮膚上皮角化細胞(ケ ラチ ノサイ ト)の 異常 に伴 う症状 として報 告 されてい る。 こ
の為,LGR4ヌルPlマ ウスのケラチ ノサイ トの細胞増殖能 と遊走能 を調べ た ところ,個体皮膚領域 のケ
ラチ ノサイ トの増殖能低下 と,初 代培養 ケラチ ノサイ トでの遊走能低下炉確認 された。
以上,加 藤成樹 の博士論文 は本農学研究科の基準に照 らして十分 に学位取得に値す るもの と判断 され,
その発 表において も審査員一 同,加 藤成樹 は博 士(農 学)の 学位 を取得す るに充分な能力 と資格 を有
す るもの との評価 を受 けた。
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